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Verfahren zur Herstellung von 2-lndolincarbonsaure 

Die Erfindung betrlfft ein neues Verfahren zur Herstetlung 
von optisch aktiver 2-lndolincarbonsaure, das einen mikro- 
bieli bzw. enzymatisch katalysierten Schritt aufweist, sowie 
die neuen Mikroorganismen bzw. Enzyme, die dieses Ver- 
fahren katalysieren. Es beruhtdarauf, daS bestimmte Mikro- 
organismen oder aus ihnen isolierte Enzyme vom Racemat 
eines N-geschutzten 2-lndolincarbonsaureesters selekttv ein 
Enantiomer zur N-geschOtzten 2-lndolincarbonsaure hydro- 
lysieren, wan rend das andere Enantiomer nicht verseift wird. 
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1. Verfahren zur Herstellung von 2R oder 2S-Indol- 
incarbonsaure der Formel I, 




JT^J— COOH 



(D 



10 



dadnrch gekennzeichnet, daB man eine 2RS-Ver- 
bindung der Formel III, 



0^ coori 



(in) 



R 2 



15 



20 



worin R 1 fur unsubstituiertes oder substituiertes 
Alkyl, Cycloalkyl oder unsubstituiertes oder substi- 
tuiertes Aryl steht und R 2 eine Aminoschutzgruppe 25 
bedeutet, durch mikrobielle oder enzymatische Ka- 
talyse zu einem Gemisch umsetzt, das entweder aus 
der 2R- Verbindung der Formel II 



COOH 



<n) 



R 2 



30 



35 



und der 2S- Verbindung der Formel III oder aus der 
2S- Verbindung der Formel II und der 2R- Verbin- 
dung der Formel III besteht, und die Verbindung 
der Formel II oder III, die die gewQnschte Konfigu- 40 
ration am C-2-Atom des IndolingerOstes aufweist, 
isoliert und ihre geschQtzte Aminogruppe sowie 
gegebenenfalls die veresterte Gruppe COOR 1 ra- 
cemisierungsfrei freisetzt 

2. Verfahren nach Anspruch 1, worin R 1 fiir unsub- 45 
stituiertes oder substituiertes Niederalkyl, Cycloal- 
kyl oder unsubstituiertes oder substituiertes Phenyl 
steht und R 2 einen Acylrest bedeutet 

3. Verfahren nach Anspruch I, worin R 1 ftir Nieder- 
alkyl, Arylniederalkyl, Halogen niederalkyl, Hy- 50 
droxyniederalkyl, Niederalkoxyniederalkyl oder 
Hydroxy/Niederalkoxyniederalkyl steht und R 2 ei- 
nen Niederalkanoylrest bedeutet. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, worin R 1 fQr Nieder- 
alkyl steht und R 2 Niederalkanoyi bedeutet 55 

5. Verfahren nach Anspruch 1, worin R 1 fQr Methyl 
steht und R 2 Acetyl bedeutet 

6. Verfahren nach Anspruch 1, worin die mikrobiel- 
le Katalyse durch Verwendung von Mikroorganis- 
men des Genus Pseudomonas, eines Pseudomonas- 60 
ahnlichen Genus, des Genus Hyphomicrobium 
oder von Mischkulturen davon, die eine Aminosau- 
reester spaltende Esterase produzieren, erzielt 
wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, worin die mikrobiel- 65 
le Katalyse durch Verwendung von Mikroorganis- 
men, die aufRS-Verbindungen der Formel III unter 
Produktion von enantioselektiver Esterase Wachs- 



tum zeigen, erzielt wird 

8. Verfahren nach Anspruch 6, worin die mikrobiel- 
le Katalyse durch Verwendung von Mikroorganis- 
men aus der Gruppe folgender Stamme: DM F 3/3 
(NRRL-B-15 358), DMF 3/4 (NRRL-B-15 359). 
DMF 3/5 (NRRL-B-15 360), DMF 3/6 (NRRL- 
B-15 361), DMF 3/1 1 (NRRL-B-15 362), DMF 3/12 
(NRRL-B-15 363), DMF 4/4 (NRRL-B-15 364), 
DMF 5/3 (NRRL-B-15 365), DMF 5/5 (NRRL- 
B-15 366), DMF 5/7 (NRRL-B-15 367), DMF 5/8 
(NRRL-B-15 368), DMF 5/9 (NRRL-B-15 369), 
DMF 5/10 (NRRL-B-15 370), Mischkulturen dieser 
Stamme sowie der Mischkultur EE 210(DSM-3476) 
erzielt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 6, worin die mikrobiel- 
le Katalyse durch Verwendung der Stamme DMF 
3/3, DMF 5/8 oder der Mischkultur EE-210 erzielt 
wird 

10. Verfahren nach Anspruch 1, worin die enzyma- 
tische Katalyse durch Verwendung einer oder meh- 
rerer Esterasen erzielt wird, die sich aus einem der 
in Anspruch 6 bis 9 genannten Mikroorganismen 
isolieren lassen. 

1 1. Verfahren nach Anspruch 10, worin die enzyma- 
tische Katalyse durch Verwendung der aus dem 
Mikroorganismus DMF 5/8 isolierten Esterase er- 
zielt wird 

1 2. Verfahren nach Anspruch 10, worin die enzyma- 
tische Katalyse durch Verwendung der aus der 
Mischkultur EE-210 isolierten Esterase erzielt wird 

13. Verfahren nach Anspruch 1, worin die erhaltene 
Verbindung der Formel II die gewQnschte Konfigu- 
ration aufweist, dadurch gekennzeichnet, daB die 
geschutzte Aminogruppe dieser Verbindung race- 
misierungsfrei freigesetzt wird 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Verbindung der Formel III mit der 
nicht gewQnschten Stereochemie gezielt racemi- 
siert und erneut in das Verfahren nach Anspruch 1 
eingebracht wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 1, worin die erhaltene 
Verbindung der Formel III die gewQnschte Konfi- 
guration aufweist, dadurch gekennzeichnet, daB die 
geschQtzte Aminogruppe sowie die Estergruppe 
dieser Verbindung racemisierungsfrei freigesetzt 
werden, 

16 Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Verbindung der Formel II mit der 
nicht gewQnschten Stereochemie verestert, gezielt 
racemisiert und erneut in das Verfahren nach An- 
spruch 1 eingebracht wird 

17. Die synthrope Mischkultur EE-210. 

18. Verwendung von Mikroorganismen aus der 
Gruppe folgender Stamme: DMF 3/3 (NRRL- 
B-15 358), DMF 3/4 (NRRL-B-15 359), DMF 3/5 
(NRRL-B-15 360X DMF 3/6 (NRRL-B-15 361), 
DMF 3/11 (NRRL-B-15 362), DMF 3/12 (NRRL- 
B-15 363), DMF 4/4 (NRRL-B-15 364), DMF 5/3 
(NRRL-B-15 365), DMF 5/5 (NRRL-B-15 366), 
DMF 5/7 (NRRL-B-15 367), DMF 5/8 (NRRL- 
B-15 368), DMF 5/9 (NRRL-B-15 369), DMF 5/10 
(NRRL-B-15 370), Mischkulturen dieser Stamme 
sowie der Mischkultur EE 210 (DSM-3476) in dem 
Verfahren nach Anspruch 1 

19. Verwendung der Stamme DMF 3/3, DMF 5/8 
oder der Mischkultur EE-210 in dem Verfahren 
nach Anspruch 1. 

20. Die aus Mikroorganismen aus der Gruppe fol- 
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gender Stamme:DMF 3/3 (NRRL-B-15 358), DMF 
3/4 (NRRL-B-15 359), DMF 3/5 (NRRL-B-15 360), 
DMF 3/6 (NRRL-B-15 361), DMF 3/11 (NRRL- 
B-15 362), DMF 3/12 (NRRL-B-15 363), DMF 4/4 
(NRRL-B-15 364), DMF 5/3 (NRRL-B-15 365), 
DMF 5/5 (NRRL-B-15 366), DMF 5/7 (NRRL- 
B-15 367), DMF 5/8 (NRRL-B-15 368), DMF 5/9 
(NRRL-B-15 369), DMF 5/10 (NRRL-B-15 370), 
Mischkulturen dieser Stamme sowie der Mischkul- 
tur EE 210 (DSM-3476) erhaltlichen Esterasen, die 
das Verfahren nach Anspruch 1 katalysieren. 

21. Die aus dem Mikroorganismus DMF 5/8 erhait- 
liche Esterase. 

22. Die aus dem Mikroorganismus DMF 5/8 erhalt- 
liche Esterase zur Verwendung in den Verfahren 
nach Anspruch 1. 

23. Die aus der Mischkultur EE-210 erhaltliche 
Esterase. 

24. Die aus der Mischkultur EE-210 erhaltliche 
Esterase zur Verwendung in dem Verfahren nach 
Anspruch 1. 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur Her- 
stellung von optisch aktiver 2-Indolincarbonsaure, das 
einem mikrobiell bzw. enzymatisch katalysierten Schritt 
aufweist, sowie die neuen Mikroorganismen bzw. Enzy- 
me, die dieses Verfahren katalysieren. 

2-Indolincarbonsaure hat die in Formel I wiedergege- 
bene {Constitution: 




COOH 



0) 



Dieser chirale Heterocyclus ist ein wichtiger Synthe- 
sebaustein fur die Herstellung einiger pharmakologisch 
wertvoller Verbindungen, wie beispielsweise der 
l.(4-Ethoxycarbonyl-2R,4R-dimethylbutanoyI)-2S-in- 
dolincarbonsaure, siehe z. B. Europaische Patentanmel- 
dung 00 50 850. Dort wird unter Verwendung von Ver- 
bindungen der Formel I die Herstellung von ACE-Hem- 
mern beschrieben. Vorteilhafterweise wird die 2-Indol- 
incarbonsaure dabei enantiomerenrein eingesetzt. Zur 
Bereitstellung enatiomerenreiner 2S- oder 2R-Indolin- 
carbonsaure ist bisher nur die Technik der Racemat- 
spaltung bekannt So beschreiben J. L Stanton et at, J. 
Med. Chem. 26, 1267 (1983), die Auftrennung von race- 
mischer l-Acetyl-2-indolincarbonsaure unter Zuhilfe- 
nahme von Cinchonidin. Das acetylierte reine Enantio- 
mer kann dann racemisierungsfrei hydrolysiert werden. 
In ahnlicher Weise ist im US-Patent 45 20 205 die Tren- 
nung von racemischer 23-DihydroindoI-2-carbonsaure 
unter Verwendung von Ephedrin beschrieben. 

Das Verfahren der vorliegenden Erfindung zeichnet 
sich gegentlber diesem Stand der Technik in vorteilhaf- 
ter Weise z. B dadurch aus, daB hdhere chemische und 
optische Ausbeuten erzielt werden kflnnen, ferner wird 
die Verwendung teurer chiraler Reagentien vermieden. 

Das Verfahren beruht darauf, daB bestimmte Mikro- 
organismen oder aus ihnen isolierte Enzyme vom Race- 
mat eines N-geschUtzten 2-Indolin-carbonsaureesters 
selektiv ein Enantiomer zur N-geschQtzten 2-Indolin- 
carbonsaure hydrolysieren, wihrend das andere Enan- 



tiomer nicht verseift wird. 

Im einzelnen besteht das erfindungsgemaBe Verfah- 
ren unter anderem darin, daB man eine 2RS- Verbindung 
derFormellll, 




COOR 1 



(HI) 



worin R 1 fUr unsubstituiertes oder substituiertes Alkyl, 
CycloalkyI oder unsubstituiertes oder substituiertes 
15 Aryl steht und R 2 eine Aminoschutzgruppe bedeutet, 
durch mikrobielle oder enzymatische Katalyse zu einem 
Gemisch umsetzt, das entweder aus der 2R-Verbindung 
der Formel II 




COOH 



(ID 



und der 2S-Verbindung der Formel HI oder aus der 
2S-Verbindung der Formel II und der 2R-Verbindung 
der Formel III besteht. 
30 Diese Produktgemische lassen sich auf an sich be- 
kannte Weise auftrennen und auf einem der beiden 
nachstehend beschriebenen Wege in die jeweils ge- 
wOnschte 2R- oder 2S-Indolincarbonsaure UberfOhren: 

35 WegA 

(die erhaltene Verbindung der Formel II weist die 
[Configuration auf, die fOr die 2-Indolincarbonsaure 
gewQnschtwird) 



40 

Die geschOtzte Aminogruppe der Verbindung der 
Formel II wird racemisierungsfrei freigesetzt, z. B. nach 
J. L. Stanton et ah, loc. cit, racemisierungsfrei hydroly- 
siert, man erhait unmittelbardie gewQnschte Indolincar- 

45 bonsaure. Die Verbindung der Formel HI mit der nicht 
gewOnschten Stereochemie wird gezielt racemisiert und 
kann einer erneuten erfindungsgemaBen Verseifung un- 
terworfen werden. Die gezielte Racemisierung einer 
Verbindung der Formel HI wird auf an sich bekannte 

50 Weise, z. B durch Behandeln mit einem Anhydrid, wie 
einem Niederalkancarbonsaureanhydrid,z. B Acetanhy- 
drid, durchgef Qhrt 



55 



60 



WegB 

(die erhaltene Verbindung der Formel HI weist die 
Konfiguration auf, die fur die 2-Indolincarbonsaure 
gewtinscht wird) 



Die geschtltzte Aminogruppe sowie die Estergruppe 
COOR 1 der Verbindung der Formel III werden racemi- 
sierungsfrei freigesetzt, z. B hydrolysiert Die Verbin- 
dung der Formel II mit der nicht gewOnschten Stereo- 
chemie wird verestert, gezielt racemisiert und kann ei- 
65 ner erneuten erfindungsgemaBen Verseifung unterwor- 
fen werden. Die Veresterung erfolgt auf an sich bekann- 
te Weise, beispielsweise durch Umsetzung mit einem 
Diazoniederalkan, wie Diazometan. oder, vorzugsweise, 
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durch OberfUhren in ein reaktionsfahiges Derivat der yphenyl, Hydroxymethylphenyl. Aminomcthylphenyl 
Carboxylgruppe; z. B in ein Carbonsaurehalogenid, wie oder Nitrophenyl, 

das Carbonsaurechlorid, beispielsweise mit einem Chlo- Die vor- und nachstehend verwendeten Allgemeinbe- 
rierungsmittel wie Thionylchlorid, und anschlieBende griffe haben, sofern sie nicht abweichend definiert sind, 
Reaktion beispielsweise mit einem Niederalkano!, wie 5 die folgenden Bedeutungen: 

Methanol. Die gezielte Racemisierung laSt sich wie un- Der Ausdruck "nieder" bedeutet, daB entsprechend 
terWegAangegebendurchfUhren. definierte Gruppen oder Verbindungen bis 7, vorzug- 

Die Erfindung betrifft daher auch das Verfahren zur weise bis 4 Kohlenstoffatome enthalten. 
Hersteilung von 2R- oder IS-Indolincarbonsaure der Niederalkyl ist z. B. Methyl, Ethyl, n-Propyl, Isopro- 
Formel I, dadurch gekennzeichnet, daB man eine 2RS- 10 pyl, n-Butyl, Isobutyl oder tert-Butyl, ferner n-Pentyi, 
Verbindung der Formel III, n-Hexyl oder n-Heptyl, bevorzugt Methyl 

Niederalkoxy steht in erster Linie fur Methoxy, Et- 
hoxy, n-Propoxy, Isopropoxy, n-Butoxy, Isobutoxy oder 
tert-Butoxy. 

COOR 1 (IE) l5 Halogen hat vorzugsweise eine Atomnummer bis 35 

und ist insbesondere Chlor, ferner Fluor oder Brom, 
kann jedoch auch lodsein. 

Geschutztes Hydroxy ist verestertes, z. B. als Acylde- 
rivat verestertes Hydroxy, wie Niederalkanoyloxy, Ben- 




I !»«.«. T w» WtJ»Vl »WU « 'J w» W-.J , »» -w «r J • 

worin R 1 fur unsubstituiertes oder substituiertes Alkyl, 20 zyloxycarbonyloxy oder Niederalkoxycarbonyloxy, 
Cycloalkyl oder unsubstituiertes oder substituiertes oder verethertes Hydroxy, z. B. 2-Tetra-hydropyrany- 
Aryl steht und R 2 eine Aminoschutzgruppe bedeutet, ioxyoderBenzyloxy. # # 

durch mikrobielle oder enzymatische Katalyse zu einem Halogenniederalkyl ist z, B. Halogenmethyl, wie Tri- 
Gemisch umsetzt, das en tweder aus der 2R-Verbindung fluormethyl oder 1 - oder 2-Chlorethy L 
der Formel II 25 Hydroxyniederalkyl ist z. B. Mono- oder Dihydroxy- 

niederalkyl, tragt die Hydroxygruppe(n) beispielsweise 
insbesondere in hdherer als der a-Stellung, und bedeu- 
(II) tet z.B. Hydroxymethyl, 2- Hydroxy ethyl, 3-Hydroxy- 
f COOH oder 2,3-Dihydroxy-propyl, 4-Hydroxy- oder 2,4-Dihy- 

N 30 droxybutyl, 5-Hydroxy-, 2,5-Dihydroxy- oder 3,5-Dihy- 

I droxy-pentyl. 

r2 Niederalkoxyniederalkyl ist z. B. Mono- oder Dinie- 

ralkoxyniederalkyi, tragt die Niederalkoxygruppe(n) 



und der 2S- Verbindung der Formel III oder aus der beispielsweise insbesondere in hdherer als der a-Stel- 

2S- Verbindung der Formel II und der 2R-Verbindung 35 lung und ist beispielsweise 2-Methoxy-, 2-Ethoxy-, 
der Formel III besteht, und die Verbindung der Formel 2-Propoxy- oder 2-Isopropoxy-ethyl, 3-Methoxy- oder 
HoderIII,diediegewunschteKonfigurationamC-2-A- 3-Ethoxy-propyl oder 3,3-Dimethoxy-, 33-Diethoxy-, 
torn des Indolingerustes aufweist, isoliert und ihre ge- 2,3-Dimethoxy- oder 23-Diethoxypropyl oder 4j4-Di- 
schQtzte Aminogruppe sowie gegebenenfalls die ver- methoxy-butyl, ferner Methoxy-, Ethoxy-, Dimethoxy- 

esterteGruppeCOOR l racemisierungsfreifreisetzt 40 oder Propoxy- oder Isopropoxymethyl. 

Eine vorteilhafte ReaktionsfQhrung besteht darin, daB Aminoniederalkyl ist z. B. Aminomethyl oder 1- oder 
die zur racemisierungsfreien Aminogruppenfreisetzung, 2-Aminoethyl. 

z.B. durch Hydrolyse, jeweils nicht verwendete Verbin- Niederalkanoyloxy ist z.B. Acetoxy, Propionyloxy, 
dung der Formel II oder III durch gezielte Racemisie- Butyryloxy, ferner Formyloxy oder Pivaloyloxy. 

rung, der im Falle einer Verbindung der Formel II eine 45 Niederalkoxycarbonyloxy ist z. B. Methoxycarbony- 
Veresterung vorausgeht, wieder in racemisches Aus- ioxy oder Ethoxycarbonyloxy. 

gangsmaterialubergefuhrtwirdDasbeschriebeneVer- ArylniederalkyI ist vorzugsweise Phenylmederalkyl, 
fahren erweist sich somit wegen der Wiederverwend- z. B. Benzyl oder 1- oder 2-Phenylethyl. 
barkeit des im ersten Reaktionslauf nicht brauchbaren Cycloalkyl weist z. B. 3 bis 8 Kohlenstoffatome auf, 

Materials als neues Ausgangsmaterial als auBerordent- 50 insbesondere 4 bis 6 Kohlenstoffatome, und steht z.B 
lich verlustarm. f & Cyclopropyl, Cyclopentyl oder CyclohexyL 

Unsubstituiertes Alkyl R 1 kann bis und mit 20 Koh- Eine geschutzte Aminogruppe kann beispielsweise in 
lenstoffatome enthalten und ist vorzugsweise Ntederal- Form einer leicht spaltbaren Acylamino-, Acyhmino-, 
kyl. Substituiertes Alkyl R 1 ist vorzugsweise durch Aryl, Silylaminogruppe oder als Enamino-, Nitro-, Nitroso- 

Halogen, Hydroxy und/oder Niederalkoxy substituier- 55 oder Azidogruppe vorliegen. Die Freisetzung der ge- 
tes Niederalkyl und steht z. B. fUr ArylniederalkyI, Halo- schUtzten Aminogruppe geschieht auf literaturbekannte 
genniederalkyl, Hydroxyniederalkyl, Niederalkoxynie- Weise. 

deralkyloderHydroxy/Niederaikoxyniederalkyl. In einer entsprechenden Acylaminogruppe 1st Acyl 

Aryl steht, auch in Definitionen wie ArylniederalkyI, beispielsweise der Acylrest einer organischen Saure mit 

fQr aromatische Kohlenwasserstoffreste. substituiertes 60 z. B. bis zu 18 Kohlenstoffatomen, insbesondere einer 
Aryl fur solche Reste, die durch Niederalkyl, Hydroxy, gegebenenfalls, z. B. durch Halogen oder Phenyl, substi- 
geschutztes Hydroxy, Niederalkoxy, Halogen, Amino, tuierten Alkancarbonsaure oder gegebenenfalls, z. B. 
Halogenniederalkyl, Hydroxyniederalkyl, Aminonieder- durch Halogen, Niederalkoxy oder Nitro, substituierten 
alkyl oder Nitro substituiert sind und bedeutet z. B un- Benzoesaure, oder eines Kohlensaurehalbesters. Solche 

substituiertes oder entsprechend substituiertes 1-oder 65 Acylgruppen sind beispielsweise NiederalkanoyI, wie 
2-Naphthyl, vorzugsweise jedoch unsubstituiertes oder Formyl, Acetyl oder Propionyl, Halogenniederalkanoyl, 
entsprechend substituiertes Phenyl, wie Phenyl, Me- wie 2-Halogenacetyl, insbesondere 2-Fluor-, 2-Brom, 
thylphenyl, Hydroxyphenyl, Benzyloxyphenyl, Methox- 2-Iod, 2^^-Trifluor- oder 2,2^-Trichloracetyl, gegebe- 
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nenfalls substituicrtes Benzoyl, z. B. Benzoyl Halogen- 
benzoyl, wie 4-Chlorbenzoyl, NiederalkoxybenzoyI, wie 
4-Methoxybenzoyl, oder NitrobenzoyI, wie 4-Nitroben- 
zoyl Insbcsondcre ist auch Niederalkenyloxycarbonyl, 
z.B. Allyloxycarbonyl, oder gegebenenfalls in 1- oder 
2-Stellung substituiertes Niederalkoxycarbonyl geeig- 
net, wie Niederalkoxycarbonyl, z. B. Methoxy- oder Et- 
hoxycarbonyl, gegebenenfalls substituiertes Benzylox- 
ycarbonyl, z. B. Benzyloxycarbonyl oder 4-Nitrobenzy- 
loxycarbonyl, Aroylmethoxycarbonyl, worin die Aroyl- 
gruppe vorzugsweise gegebenenfalls, z. B. durch Halo- 
gen, wie Brom substituiertes Benzoyl darstelit, z. B. Phe- 
nacyloxycarbonyl, 2-Halogenniederalkoxycarbonyl, 
z. B. 2^-Trichlorethoxycarbonyl, 2-Chlorethoxycarbo- 
nyl, 2-Bromethoxycarbonyl oder 2-Iodethoxycarbonyl, 
oder 2-(tris-substituiertes Silyl)-ethoxycarbonyl f wie 
2-TriniederaIkyl-silylethoxycarbonyl, z. B. 2-Trimethyl- 
silylethoxycarbonyl oder 2-(Di-n-butyl-methyl-silyl)-et- 
hoxycarbonyl, oder 2-Triarylsilylethoxycarbonyl, wie 
2-TriphenylsiIylethoxycarbonyl. 

Ferner kann Acyl den Acylrest einer Aminosaure 
oder eines Oligopeptides bedeuten, wie Alanyl, Glycyl, 
Phenylalanyl, Valyl oder gebrauchliche Kombinationen 
von bis zu sechs der z. B. naturlich vorkommenden Ami- 
nosauren. 

In einer Acyliminogruppe ist Acyl beispielsweise der 
Acylrest einer organischen DicarbonsSure mit z. B. bis 
zu 12 Kohlenstoffatomen, insbesondere einer entspre- 
chenden aromatischen Dicarbonsaure, wie Phthalsaure. 
Eine solche Gruppe ist in erster Linie Phthalimino. 

Eine Silylaminogruppe ist in erster Linie eine organi- 
sche Silylaminogruppe. In diesen enthalt das Silicium- 
atom vorzugsweise Niederalkyl, z.B. Methyl, Ethyl, 
n-Butyl oder tert-Butyl, ferner Niederalkoxy, z. B. Me- 
thoxy, als Substituenten. Geeignete Silylgruppen sind in 
erster Linie Triniederalkylsilyl, insbesondere Trimethyl- 
silyl oder Dimethyl-tert-butylsilyL 

Weitere geschtitzte Aminogruppen sind z. B. Enami- 
nogruppen, die an der Doppelbindung in 2-SteiIung ei- 
nen elektronenziehenden Substituenten, beispielsweise 
eine Carbonylgruppe, enthalten. Schutzgruppen dieser 
Art sind beispielsweise l-Acyl-niederalk-l-en-2-yl-reste, 
worin Acyl z. B. der entsprechende Rest einer Niederal- 
kancarbonsaure, z. B. EssigsSure, einer gegebenenfalls, 
z. B durch Niederalkyl, wie Methyl oder tert-Butyl, Nie- 
deralkoxy, wie Methoxy, Halogen, wie Chlor, und/oder 
Nitro substituierten Benzoesaure, oder insbesondere ei- 
nes Kohlensaurehalbesters, wie eines Kohlensaure-nie- 
deralkylhalbesters, z. B. -methylhalbesters oder -ethyl- 
halbesters, und Niederalk-l-en insbesonder 1-Propen 
bedeutet. Entsprechende Schutzgruppen sind in erster 
Linie l-Niederalkanoyl-prop-l-en-2-yl, z.B. 1-Acetyl- 
prop- 1 -en-2-yl, oder t -Niederalkoxycarbony l-prop- 
t-en-2-yl.z. B. l-Ethoxy-carbonyl-prop-l-en-2-yL 

Als Aminoschutzgruppe bevorzugt ist Niederalka- 
noyl, wie Formyl, Acetyl oder Propionyl, darunter insbe- 
sondere Acetyl Diese Reste lassen sich auf an sich be- 
kannte Weise hydroiytisch abspalten. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird bevorzugt mit 
Verbindungen der Formel III durchgefuhrt, in denen R 1 
fOr Niederalkyl und R 2 fiir Niederalkanoyl steht, insbe- 
sondere mit solchen Verbindungen und unter den Be- 
dingungen, die in den Beispielen erwa* tint sind. 

Im erfindungsgemSBen Verfahren wird unter mikro- 
bieller Katalyse die katalytische Verwendung von Mi- 
kroorganismen des Genus Pseudomonas, eines Pseudo- 
monas-ahnlichen Genus, des Genus Hyphomicrobium 
oder von Mischkulturen davon verstanden, die eine 
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Aminosaureester spaltende Esterase produzieren. 

Dabei handeit es sich insbesondere um Mikroorganis- 
men, die auf RS- Verbindungen der Formel III unter 
Produktion von enantioselektiver Esterase Wachstum 
5 zeigen, wie z. B. Mikroorganismen aus der Gruppe fol- 
gender Stamme: DMF 3/3 (NRRL-B-15 358). DMF 3/4 
(NRRL-B-15 359), DMF 3/5 (NRRL-B-15 360). DMF 
3/6 (NRRL-B-15 361). DMF 3/11 (NRRL-B-15 362), - 
DMF 3/12 (NRRL-B-15 363), DMF 4/4 (NRRL- 
to B-15 364), DMF 5/3 (NRRL-B-15 365), DMF 5/5 
(NRRL-B-15 366). DMF 5/7 (NRRL-B-15 367), DMF 
5/8 (NRRL-B-15 368), DMF 5/9 (NRRL-B-15 369), 
DMF 5/10 (NRRL-B-15 370), Mischkulturen dieser 
Stamme sowie die Mischkultur EE 210(DSM-3476). Be- 
15 vorzugt sind dabei die Stamme DMF 3/3, DMF 5/8 und 
die Mischkultur EE-210. 

Die genannten Stamme mit der internen Bezeichnung 
DMF ... sind aus der Europaischen Patentanmeldung 
1 27 581 bekannt 
20 Die neue synthrope Mischkultur EE-210, die ebenfalls 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist, stammt aus 
dem KJarschlamm einer Abwasserreinigungsanlage der 
Ciba-Geigy AG Monthey (Schweiz) und ist bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen, Grise- 
25 bachstrafle 8, D-3400 Gdttingen, am 26. Juni 1 985 hinter- 
legt worden (Hinterlegungsnummer: DSM-3476). 

Die Isoiierung von EE-210 erfolgt analog zu der in der 
Europaischen Patentanmeldung 1 27 581 beschriebenen 
Weise, z. B wie in den Beispielen beschrieben. Die syn- 
30 trophe methylotrophe Mischkultur (Pseudomonas und 
Hyphomicrobium) besteht aus 4 Komponenten: Stab- 
chen und Bakterien mit Hyphen. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren wird unter enzy- 
matischer Katalyse die katalytische Verwendung von 
35 Esterasen verstanden, die sich aus einem der vorstehend 
beschriebenen Mikroorganismen isolieren lassen. 

Die Isoiierung dieser Enzyme geschieht auf an sich 
bekannte Weise, indem die Zellen der Mikroorganismen 
aufgeschlossen werden, z. B. durch Behandlung mit 
40 Ultraschall. Nach Abtrennen der unlQslichen Zellbe- 
standteile, z. B. durch Zentrifugieren, wird die Enzymlo- 
sung durch klassische Enzymreinigungsverfahren, wie 
lonenaustauscher-Chromatographie oder Gelfiltration 
weiter aufgetrennt, bis die gesuchte Aktivitat in genO- 
45 gender Reinheit vorliegt. 

Die wie vorstehend aus dem Mikroorganismus DMF 
5/8 erhaltliche Esterase ist wie folgt charakterisiert: 

Molekulargewicht 
50 (Gelfiltration): 30 000(±5000) 

Stabilitat(T5o%): 45° C 

Inhibitoren: 
EDTA(lOmM): - 
55 Iodacetat(l mM): — 

Substrate: 

N-AcetyI-2-indolincarbonsaure-methyIester: + 

N-Acetyl-2-indolincarbonsaure-ethylester: + 

60 2-Indolincarbonsauremethylester: - 

2-IndolcarbonsauremethyIester: — 

Aus der Mischkultur EE-210 laBt sich eine Esterase 
erhalten, deren Molekulargewicht ca. 13% ge ringer ist. 
65 Die wie vorstehend erhaltlichen Esterasen, die das 
erfindungsgemaBe Verfahren katalysieren, sind eben- 
falls Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Das be- 
trifft vor allem die aus DMF 5/8 und die aus EE-210 wie 
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in den Beispielen beschrieben isolierbaren Esterasen. 

Von den beiden Wegen A und B, die im im erf indungs- 
gemaBen Verfahren beschritten werden kdnnen, ist der 
Weg A bevorzugt, das heiBt derjenige, bei dem die er- 
haltene freie SSure der Formel II die fur die 2-Indolin- 5 
carbonsaure gewpnschte [Configuration aufweist 

Wird als Verfahrensprodukt die 2R-Indolincarbon- 
saure gewOnscht, laBt sich das Verfahren in einer bevor- 
zugten Ausfuhrungsform unter Verwendung der Mikro- 
organismen DMF 3/3, DMF 5/8 oder EE-210 durchfQh- 10 
ren. Auf diese Weise lassen sich R-Verbindungen der 
Formel II sowie S-Verbindungen der Formel III in opti- 
schen Ausbeuten von bis zu 98% gewinnen. Ebenfalls 
laBt sich fiir diese Zwecke die aus EE-210 isolierte Este- 
rase verwenden. 15 

Wird als Verfahrensprodukt die 2S-Indolincarbon- 
saure gewunscht, laBt sich das Verfahren in einer beson- 
ders bevorzugten AusfQhrungsform unter Verwendung 
der aus dem Mikroorganismus DMF 5/8 isolierbaren 
Esterase durchfOhren. Auf diese Weise lassen sich 20 
S-Verbindungen der Formel II sowie R-Verbindungen 
der Formel III in optischen Ausbeuten von 90—92% 
gewinnen. 

Die nachstehenden Beispiele dienen zur Uiustrierung 
der Erfindung, ohne diese in irgendeiner Form wie etwa 25 
auf den Umfang der Beispiele, beschr^nken zu sollen. 
Mit "ee'gekennzeichnete Angaben sind optische Aus- 
beuten. 

Beispiel t 30 
Isolierung von EE-210(Syntrophe Mischkultur) 



0,5 ml Abwasser aus der Ciba-Geigy Monthey wer- 
den in 50 ml SchOttelkoIben mit 20 ml Medium MV7 
uberimpft, mit 5 g/1 Methanol als Kohlenstoff-Quelle 
supplementiert und 7 Tage bei 28°C und 250 Upm inku- 
biert 0,5 ml dieser ersten Anreicherungskultur werden 
in die gleiche Nahrldsung Uberimpft und wieder 7 Tage 
bei 28° C und 250 Upm inkubiert. 0,5 ml der zweiten 
Anreicherungskultur werden wieder in das gleiche Me- 
dium Qberimpft und 7 Tage bei 28° C und 250 Upm inku- 
biert Die zweite und dritte Anreicherungskultur wer- 
den auf MV7-Agar plattiert, mit 5 g/1 Methanol supple- 
mentiert und bei 28° C inkubiert Einzelkolonien werden 
gepickt und mehrmals auf dem gleichen Medium ausge- 
strichen. Die so isolierten EE-210-Kolonien werden auf 
MV7-Schragagar aufbewahrt. 

Das Medium MV7 (flQssig) setzt sich wie folgt zusam- 
men: 

2g NH 4 N03(StickstoffqueIle) 

1,4 g Na2HP04 Puffer und Phosphor-Quelle 

0,6 g KH2PO4 Puffer und Phosphor-Quelle 

0,2 g MgS0 4 • 7 H 2 0 

0,0,1 g CaCl 2 • 2 H2O 

0,001 g FeS0 4 • 7 H 2 0 

1 ml Spurenelementldsung 

(je20 mg/1 Na 2 Mo0 4 • 2 H 2 O f 
Na 2 B 4 0 7 • 1 OH 20 ,ZnSO 4 ■ 7 H 2 0, 
MnS0 4 • H 2 O.CuS0 4 • 5 H 2 0), 

ad 1 Liter mit destilliertem Wasser, pH 7 mit NaOH, 
autoklavieren. Die Kohlenstoff-Quelle (Methanol, Me- 
thylamin etc.) wird sterilfiltriert und dem sterilen Medi- 
um bei Raumtemperaturzugesetzt 



35 



40 



Zusammensetzung des MV7- Agar 

Wie Medium MV7 aber mit Zusatz von 20 g/1 Agar 
(Difco). Die Kohlenstoff-Quelle wird vor dem GieBen 
bei 50— 55°C zugegeben. 

Herstellung der Vorkultur 

Eine Probe des auf SchrSgagar aufbewahrten EE : 210 
wird in einen 50 ml SchOttelkoIben zu 20 ml Medium 
MV7 mit 5 g/1 Ethanol gegeben und 72 Stunden bei 
28° C und 250 Upm inkubiert 2 ml dieser ersten Vorkul- 
tur werden in einen zweiten SchOttelkoIben (500 ml) mit 
100 ml Nahrldsung MV7, 5 g/1 Ethanol und 5mmol 
Phosphatpuffer pH 7 gegeben und 72 Stunden bei 28°C 
und 250 Upm inkubiert 

ZQchtung im 10 1-MaBstab 

In einem Laborfermenter werden 10 1 hitzesterilisier- 
te (20min, 120°C) Nahrldsung MV7 und 50 g sterilfuY 
triertes Ehtanol vorgelegt Eine Probe mit circa 100 ml 
Vorkultur EE-210 wird zugegeben urid unter folgenden 
Bedingungen fermentiert: pH 7 (mittels waBriger 0,1 N 
NaOH konstant gehaltenX 28°C, Luftzufuhr 0^5 1/min 
und RQhrgeschwindigkeit von 400 Upm. Nach 48 Stun- 
den werden weitere 50 g sterilfiltriertes Ethanol zuge- 
geben. Nach 57 Stunden ist das eingesetzte Ethanol zu 
mehr als 95% abgebaut und die gebildete Zellmasse 
wird durch Zentrifugieren abgetrennt Es resultieren 
100 g Zellmaterial (NaBgewicht)i 

Beispiel 2 

Isolierung von Esterase aus Ps. DMF 5/8 

159 g Ps. DMF 5/8 Zellen werden mit 0,5 1 Puffer A 
(0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 6,7, 0,1 M NaCl) ge- 
waschen. 

AufschluB 



Die gewaschenen Zellen (143 g) werden in 470 ml 
Puffer A suspendiert und in zwei Portionen wahrend 

4 5 einer Stunde mit Ultraschall behandelt (Heat Systems- 
Ultrasonic Inc. Sonicator-W-375, voile Leistung - ca. 
375 Watt, Rosette mit Eiswasser gekuhlt). AnschlieBend 
werden die unldslichen Zellbestandteile bei 20 000 Upm 
(20 min) abzentrifugiert (Sorvall Zentrifuge, Rotor SS- 

50 34). Der Oberstand (Rohextrakt) enthalt die Esterase. 

lonenaustauscher-Chromatographie 

60 ml DEAE-Sephacel (Pharmacia) werden in Puffer 
55 A (1 1) aquilibriert und zum Rohextrakt (555 ml) gege- 
ben. Nach vorsichtigem Einengen auf einer Nutsche 
wird das Saulenmaterial in eine Glassaule (1,6 x 30 cm) 
gefiillt und Qber Nacht mit Puffer A gespfllt (FluB: 
10ml/h> Die Elution der Esterase erfolgt mit einem 
60 NaCl-Gradienten (0 t l M- 1,0 M, 400 ml). Das Eluat 
wird in Fraktionen mit einer Kollektionsdauer von 20 
Minuten (33 ml) aufgefangen. Die Esterase wird mittels 
DC in den Fraktionen 18—33 nachgewiesen. Diese 
Fraktionen werden gepoolt (54 ml) und im Diaflo 
65 (Membran YM-10) auf 12 ml eingeengt 
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Gelfiltration 



Der Esterase-Pool aus dem vorhergehenden Reini- 
gungsschritt wird uber eine Sephacryl S-200 sf Saule 
(2,6 x 90cm)gelfiltriert(FIuB:10ml/h;Phosphatpuffer, 
pH 7). Die Esterase wird mittels DC in den Fraktionen 
90—98 nachgewiesen (Fraktionsvolumen: 3,3 ml). Diese 
Fraktionen werden gepoolt und lyophilisiert. Erhaltenes 
Lyophilisat: 346 mg, davon 31 mg Protein. 

Charakterisierung der Esterase aus DMF5/8 



Die Enzymlosung aus dem Diafio (7,2 ml) wird Qber 
eine Sephadex G-75 Saule (2,6 x 90 cm) gelfiltriert 
5 (69 mM Phosphatpuffer, pH 7, 10 ml/h). Die Esterase 
wird mittels DC in den Fraktionen 59—69 (Fraktionsvo- 
lumen: 3,3 ml) nachgewiesen. Diese werden gepoolt und 
lyophilisiert Erhaltenes Lyophilisat: 365 mg, davon 
383 mg Protein. 

10 

Reinigung (Ausgangsmaterial: 500 g Zellen) 



Molekulargewicht 
(Gelfiltration): 
Stabilitat(T 5 o%): 



30 000 (±5000) 
45° C 



15 



Rohextrakt gereinigte 
Esterase 







Aktivitat U (jiMol/min) 


18,4 


23 


Inhibitoren: 




Protein (mg) 


9840 


38 


EDTA(lOmM): 




Spezifische Aktivitat 


0,002 


0,013 


Iodacetat(l mM): 




20 (U/mg) 










Reinigungsfaktor 


1 


37 


Substrate: 




Ausbeute an Aktivitat 


100 


15 



N-Acetyl-2-indolincarbonsaure-methylester: 
N-Acetyl-2-indolincarbonsaure-ethylester: 
2-Indolincarbonsauremethylester: 
2-Indolcarbonsauremethylester: 



+ 
+ 

- 25 



Beispiel4 
Hydrolyse mit Mischkultur EE-210 



Beispiel3 

Isolierung von Esterase aus der Mischkultur EE-210 

500 g Zellmaterial (Naflgewicht) werden mit 1 1 Puffer 
B (10 mM Phosphatpuffer, pH 7,5) gewaschen und an- 
schlieDend in 1,51 Puffer B tiber Nacht unter Ruhren 
suspendiert 

AufschluB 

Die Suspension wird in 4 Portionen wahrend je einer 
Stunde mit Ultraschall behandelt (Heat Systems-Ultra- 
sonic Inc Sonicator-W-375, voile Leistung = ca. 375 
Watt, Rosette mit Eiswasser gekQhlt). Unldsliche Zellbe- 
standteile werden durch Zentrifugieren bei 20 000 Upm 
(20 min) entfernt (Sorvall Zentrifuge, Rotor SS-34). Die 
Esterase befindet sich im Oberstand (Rohextrakt) 

Saurefailung 

Der Rohextrakt wird durch Zugabe von Salzsaure 
unter standigem Ruhren bei 4°C langsam auf pH 43 
gebracht. Der entstandene Niederschlag, der die Estera- 
se enthalt, wird bei 20 000 Upm (30 min) in einer Sorvall 
Zentrifuge (Rotor SS-34) abzentrifugiert Das Zentrifu- 
gat wird in Puffer B aufgenommen und mit 1 N NaOH 
langsam auf pH 73 gestellt (Endvolumen: 675 ml). 

lonenaustauscher-Chromatographie 

60 ml DEAE-Sephacel werden mit 1 1 Puffer B aquili- 
briert und zur Enzymldsung aus dem vorherigen Reini- 
gungsschritt gegeben. Das beladene Gelmaterial wird in 
eine Glassaule (2,5 x 25 cm) gegeben, Ober Nacht mit 
Puffer B gespillt (10 ml/h) und anschlieBend mit einem 
NaCI-Gradienten (0-0,8 M, 400 ml) eluiert Das Eluat 
wird in Fraktionen von 33 ml gesammelt Die gesuchte 
Aktivitat befindet sich in den Fraktionen 47—55. Diese 
werden gepoolt und im Diafio eingeengt (Membran 
YM-10). 



In einem 500 ml Rundkolben werden 50 g tiefgefrore- 
ne EE-210-Zellen (NaBgewicht) in 100 ml 0,08 M 

30 Phosphatpuffer (pH 6) suspendiert und bei Raumtempe- 
ratur mit einer Losung von 1,0 g (4,6mmol) racemi- 
schem N-Acetyl-2-indolincarbonsauremethylester in 
100 ml 0,08 M Phosphatpuffer (pH 6)/Dimethylforma- 
mid (10:1) versetzt Der Reaktionsablauf wird mittels 

35 HPLC kontrolliert (Saule Kontron-Lichrosorb RP18 
10 jim, 25 cm/0,5 cm, Laufmittel H20/CH3CN/H3PO4 
(750g/250g/2g), 13ml/min, UV-Detektor, 230 nm). 
Nach 96 Stunden Ruhren bei Raumtemperatur mittels 
Magnetruhrer betragt der Umsatz 50%. Das Reaktions- 

40 gemisch wird mit 2 N H2SO4 auf pH 3 eingestelit und 
dreimal mit je 100 ml Ether extrahiert Urn eine bessere 
Trennung der Phasen voneinander zu erreichen, wird 
wahrend 15 min bei 10 000 Upm zentrifugiert Die Et- 
herphasen werden vereinigt, fiber Magnesiumsulfat ge- 

45 trocknet und L Vakuum eingeengt. Man erhait 900 mg 
Rohprodukt Dickschichtchromatographie einer Probe 
von 200 mg an 2 mm Kieselgel 60F Fertigplatten 
(Merck) mit nBuOH/CH 3 COOH/H 2 0 (4:1:1) liefert 
90 mg reinen (gemaB HPLC) N-Acetyl-2S-indolincar- 

50 bonsauremethylester; [a] & - —528°; (c = 1 in Etha- 
noi); ee « 



55 



Beispiel 5 

Hydrolyse mit ganzen Zellen Ps. DM F 3/3 



In einem 250 ml-Kolben werden 10 g tiefgefrorene 
Ps. DMF 3/3-Zellen (NaBgewicht) in 90 ml Medium 
MV7 suspendiert und bei 37° C thermostatisiert An- 

60 schlieBend wird eine L6sung von 400 mg (1,8 mmol) ra- 
cemischem N-Acetyl-2-indoIincarbonsauremethylester 
in 8 ml Aceton zugetropft, und das Gemisch wird bei 
37° C mittels MagnetrQhrer gerflhrt Der pH-Wert wird 
mittels pH-Stat (Metrohm 655) mit 0,1 N NaOH kon- 

65 stant auf 7 gehalten. Nach 8 Stunden betragt der Um- 
satz ca. 50% und die Reaktion wird durch Zugabe von 
10 ml 3 N HC1 gestoppt Die Zellen werden abzentrifu- 
giert (10 000 Upm, 20 min) und die saure waBrige Phase 



11/16/2006, EAST Version: 2.1.0.14 



OS 37 27 411 

13 14 

(pH 1) wird dreimal mit je 100 ml Ether extrahiert Die 
Etherphasen werden fiber Magnesiumsulfat getrocknet 
und im Vakuum eingeengt Das Rohproduktgemisch 
(350 mg) wird auf einer Fertigsaule LiChroprep Si 60 
Merck 10 410 getrennt Der nicht umgesetzte N- Acetyl- 5 
2S«indoIincarbonsauremethyIester (201 mg, Fp. 125°C, 
[a] & - - 1 2° , c - 0,3 in CHCI 3 ) wird mit reinem Ether 
eluiert. Die N-Acetyl-2R-indolincarbonsaure (ttOmg, 
Fp. 202~206°C, [a] S, - +408°, c» 0,3 in Ethanol, 
ee = 77%) wird anschlieBend mit Essigester/Essigsaure 10 
(95: 5) eluiert. 

Beispiel6 

Hydrolyse mit Esterase aus Ps. DMF5/8 15 

In einem 100 ml Rundkolben wird 1 ml einer waBri- 
gen Losung von Esterase aus Ps. DMF 5/8 (5-mg/ml) mit 
0,08 M Phosphatpuffer (pH 6) auf 20 ml verdOnnL Eine 
Losung von 132 mg (0,6 mmol) racemischem N-Acetyl- 20 
2-indolincarbonsa'uremethylester in 2 ml Aceton und 
0,5 ml 0,08 M Phosphatpuffer (pH 6) wird dann langsam 
unter RQhren zugetropft. Nach 20 Stunden RQhren mit- 
tels MagnetrOhrer bei Raumtemperatur wird mit 
10°/oiger,NaHC0 3 -L6sungderpH-Wertaufca.9einge- 25 
stellt und anschlieBend dreimal mit je 50 ml extrahiert 
Die Etherphasen werden uber Magnesiumsulfat ge- 
trocknet und im Vakuum eingeengt Es werden 120 mg 
nicht umgesetzter N-Acetyl-2R-indoIin-carbonsSure- 
methylester isoliert (Rohausbeute). Die waBrige Phase 30 
wird mit 6 N HCI angesSuert und zweimal mit je 100 ml 
Ether extrahiert Die Etherextrakte werden Qber Ma- 
gnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingedampft 
Umkristallisieren des Rohproduktes in Dichlormethan/ 
Hexan liefert 12 mg N-AcetyI-2S-indoIincarbonsaure 35 
(Fp205°C[a]Ss - -522°, c - 0,2 in Ethanol, ee92%). 



11/16/2006, EAST Version: 2.1.0.14 



